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摘要 : 胰 和 蛋白 酶 类 和 胰 效 乳 重 日 酶 类 丝氨酸 蛋 日 酶 是 言 晴 科 昆虫 消化 系统 内 重要 的 消化 酶 。 为 了 更 好 地 了 解 丝 氨 
RRS TE A BEAK Apolygus lucorum 消化 系统 中 的 作用 , WREKE T R EARE A ME A AISPA 
(GenBank 登录 号 为 JQ609682) 。 序 列 分 析 结 果 表 明 , 该 基因 开放 阅读 框 长 999 bp, 编码 332 个 氨基 酸 , 预测 分 子 
量 为 36. 84 kDa, 理论 等 电 点 为 5.35, N 末端 玖 水 区 包含 有 16 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 。 重 白 特征 分 析 表 明 , 该 基 
因 翻 详 后 的 蛋 日 质 具 有 丝氨酸 和 蛋 日 酶 的 典型 特征 ， 即 氨基 酸 序 列 中 具有 组 氨 酸 (His)、 天 门 冬 氨 酸 (Asp) 以 及 丝 
氨 酸 (Ser) 残 基 组 成 的 酶 活性 催化 中 心 三 元 件 ; 该 基因 翻译 后 还 具有 明显 的 胰 蛋 白 酶 前 体 的 特征 , 即 此 基因 具有 
信号 肽 、 激活 肽 以 及 胰 和 蛋白 酶 N 末端 保守 的 起 始 氨基 酸 序列 (IVGG)。 利 用 严 光 定量 PCR 技术 对 绿 盲 晴 肉 、 雄 成 
虫 取 食 不 同 寄 主 植物 后 ALSPA 的 表达 谱 进 行 分 析 , 结果 表明 : 相对 于 其 他 寄主 植物 , ERRERA Bt 棉 后 ALSPA 的 
表达 量 最 高 ,并 显著 高 于 取 食 常规 棉 后 的 表达 量 (P <0.01). HEX BR BUR Tal eer AISPA 的 表达 量 最 高 ; 雄 成 虫 取 
f Bt tala, ASPA 的 表达 水 平 仅 次 于 取 食 商 草 后 的 表达 量 ,， 也 显著 高 于 取 食 常规 棉 后 的 表达 量 (P<0.01)。 由 此 
可 见 , AlSP4 ZBER Bt 棉 后 的 重要 消化 酶 基因 , X AK Ei ee hye Bt 棉 取 食 具 有 重要 作用 。 
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Cloning of serine protease gene A/SP4 and its expression patterns after 
feeding on different host plants in Apolygus lucorum ( Hemiptera: 
Miridae ) 

SUN Yang ^, BAI Li-Xin^" , ZHANG Yong-Jun^, XIAO Liu-Bin , TAN Yong-An’ , WU Guo-Qiang’ 
(1. Institute of Plant Protection, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences, Nanjing 210014, China; 2. 
Laboratory for Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy 
of Agricultural Sciences, Beijing 100193, China) 

Abstract: Some serine proteases, such as trypsin and chymotrypsin, are important digestive enzymes in 
the digestive system of mirid bugs. In order to better understand the role of serine proteases in the 
digestive system of the green plant bug, Apolygus lucorum ( Meyer-Dür) , we cloned the cDNA encoding 
serine protease of A. lucorum for the first time in the laboratory, which was named as AlSP4 ( GenBank 
accession no. JQ609682). The results of sequence analysis showed that the open reading frame ( ORF) 
of ALSP4 is 999 bp in length, encoding a 332-amino-acid peptide, with the predicted molecular weight 
(MW) of 36. 84 kDa and the theoretical isoelectric point ( pl) of 5. 35, and the predicted N-terminal 
hydrophobic region containing 16 amino acid residues displays the typical feature of a signal peptide. 
Protein signature analysis revealed that the protein encoded by AlSP4 shares typical structural features of 
serine proteases with other insects, including His, Asp, and Ser residues for the catalytic amino acid 
triad of active sites of serine proteases. Putative trypsin precursors from the encoded protein of ALSP4 


cDNA contain a signal peptide, activation peptide, and conserved N-termini (IVGG). By the Real-time 
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PCR technique, we determined the expression pattern of AlSP4 in A. lucorum fed on different hosts. The 


expression level of AlSP4 was the highest in female adult A. lucorum fed on Bt cottons, significantly 


higher than that fed on conventional cotton ( P «0.01). The expression of AlSP4 increased significantly 


in male adult A. lucorum fed on Bt cottons, its expression level was only lower than that fed on garland 


chrysanthemum and significantly higher than that fed on conventional cottons ( P «0. 01). Therefore, 


AISP4 is the important digestive enzyme gene for adult A. lucorum to feed on Bt cottons, and plays an 


important role in adaption of A. lucorum to survive on Bt cottons. 


Key words: Apolygus lucorum; serine protease; trypsin; expression pattern analysis; host plant 


2x H A6 Apolygus lucorum J&2F$8 H , ESPERE, H 
有 寄主 广泛 、 RER, FORE TR. FT BERK 
敌 控制 作用 弱 等 特点 , 造成 其 防治 困难 。 从 1997 
年 开始 , 我 国 允许 商业 化 种 植 转基因 ( Bt) 棉花 ， 有 
Adm Ig B Helicoverpa armigera ( Hübner) Sfi 
田 主 要 鲜 翅 目 害 忠 的 危害 。 随 着 Bt 棉 的 大 量 种植 ， 
棉田 害虫 的 生态 位 也 发 生 了 一 系列 演 替 , 长 期 作为 
次 要 害虫 的 绿 育 晴 等 刺 吸 害虫 种 群 数量 剧 增 ， 危 害 
增强 ,并 星 严 重 灾 变 趋 势 ( Wu et al., 2002, 2008; 
Lu et al., 2010a, 2010b), 目前 绿 育 晨 的 防治 主要 
依赖 化 学 农药 , 但 仅 依赖 化 学 防治 势必 会 造成 绿 育 
晴 抗 药性 的 产生 (Lu et al., 2010a; 李 静 等 , 2011), 
IK, 寻求 防治 绿 育 晴 等 育 晴 科 植 食性 害虫 的 新 方 
法 显得 尤为 迫切 。 绿 育 晴 寄主 众多 , RER, 而 不 
同 寄 主 植物 包含 的 营养 物质 具有 很 大 差别 , 昆虫 体 
内 消化 酶 活性 强 异 与 摄 入 营养 物质 的 类 型 和 含量 有 
K, 可 能 反映 昆虫 对 寄主 植物 营养 物质 消化 吸收 的 
能 力 , 进而 影响 昆虫 本 号 的 生长 速度 ( 唐 庆 峰 等 ， 
2005) ， 因 此 研究 绿 育 晴 消 化 酶 基因 及 取 食 不 同 寄 
主 后 的 表达 量 对 于 绿 育 晴 的 综合 防治 具有 重要 
意义 。 

消化 酶 是 昆虫 消化 食物 获取 营养 物质 所 必需 
HJ, FSP SE ASR. DETTO SS, BPE ESS FS 
化 酶 类 等 ( 钦 俊 德 ,1987; A ATR, 2001; Franco 
et al., 2002)。 其 中 , 和 蛋白酶 类 不 仅 可 以 分 解 植物 
细胞 壁 以 帮助 刺 吸 式 昆虫 口 针 的 穿刺 , 还 可 以 协助 
其 对 食物 进行 部 分 的 口外 消化 (Cohen，1998， 
Agusti and Cohen, 2000), ZARE AHX EER 
(KAVA AR Ste ESS AM, 种 类 主要 包括 胰 凝 乳 
EAR MEHEAK AEEA, 是 大 多 数 昆 
忠 消 化 道内 的 重要 消化 酶 ， 大 部 分 鳞 翅 目 、 直 村 
目 、 双 翅 目 、 膜 翅 目 以 及 某 些 鞘翅 目 昆 虫 肠 道 内 的 
EARTH EARE ENS Ryan, 1990; Wolfson 
and Murdock, 1990) , TE JE 962 $8 H Er A EE 
VERG HLBUIEALAR EP, ZARE A ES UL JE Be B TH 
化 酶 (Colebatch et al., 2002) 。 


目前 ,就 育 晴 类 害虫 重 日 酶 已 经 有 了 了 一些 人 研 
25. 包括: Æ K GE BM Lygus rugulipennis 和 
Creontiades dilutus BG BS PLB Ha IB E HR, EH 
酶 的 活性 早已 在 消化 酶 中 检测 出 来 ( Laurema et al., 
1985; Colebatch et al., 2001) , 3E H ie gi VA BE TQ LR 
HAF a e ARE H Nä (Goodchild, 1952; Hori, 
1970; Cohen, 1993) , Zhu € (2003 ) 分 别 在 美国 牧 
HBI L. lineolaris 的 肠 道 内 和 唾液 腺 内 克隆 出 了 1 
种 和 3 种 类 胰 集 日 酶 (trypsin-like ) 基因 , 并 发 现 唾 
液 腺 及 肠 道内 的 类 胰 重 日 酶 类 丝氨酸 入 日 酶 是 美国 
牧草 盲 赌 消化 吸收 和 蛋白质 类 营养 物质 过 程 中 主要 的 
消化 酶 。 美 国 牧草 育 晴 取 食 吸收 重 日 质 类 营养 物质 
主要 是 依靠 其 唾液 腺 内 的 胰 重 日 酶 ， 随 后 才 被 肠 道 
内 的 有 重 日 酶 进一步 消化 , 其 中 唾液 腺 内 丝氨酸 重 日 
酶 的 活性 占 总 和 蛋 日 酶 活性 的 80% 。 与 美国 牧草 育 
HAA, SERRA L hesperus WETB WR V] 4s E H B d 
性 也 主要 以 类 胰 重 日 酶 活性 为 主 (Agusti and 
Cohen, 2000; Zeng et al., 2002a, 2002b; Colebatch 
et al., 2002), WŒ C. dilutus 育 晴 的 唾液 腺 内 ， 类 
胰 凝 乳 重 日 酶 (chymotrypsin-like) 也 发 挥 着 重要 作 
用 (Colebatch et al., 2001), ZA RE HEMI 
在 于 半 翅 目 昆 虫 的 唾液 腺 内 , 在 多 种 半 翅 目 昆 虫 肠 
道内 也 均 被 检测 出 , 说 明 该 重 日 酶 也 是 半 翅 目 昆 忠 
肠 道 内 的 重要 消化 酶 ( Goodchild, 1952; Takanona 
and Hori, 1974; Terra et al., 1988; Cohen, 1993; 
Colebatch et al., 2002; Zhu et al., 2003) 。 

AYR fe — EEE H RR EB SS, 如 
C. dilutus 育 晴 、 豆 奖 育 晴 以 及 美国 牧草 育 晴 中 , 针 
对 丝氨酸 重 日 酶 类 消化 酶 已 经 进行 了 昆虫 生理 、 生 
化 以 及 分 子 生物 学 方面 的 研究 , (AE BET TER ET 
晴 相 关 的 报道 较 少 。 为 了 深入 研究 绿 育 晴 取 食 不 同 
寄主 植物 后 的 分 子 消化 机 制 , 本 研究 首次 在 绿 育 晴 
体内 克隆 了 一 个 丝氨酸 蛋白 酶 基因 , FPR GE 
量 PCR 技术 研究 了 绿 育 晴 上 肉 、 雄 成 虫 取 食 不 同 寄 
主 植物 后 该 基因 的 表达 谱 ,， 以 期 为 深入 人 研究 丝氨酸 
重 日 酶 等 消化 酶 基因 在 绿 育 晴 寄 主 转换 过 程 中 的 分 
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子 消化 机 制 葛 定 研究 基础 , A OR Se S A he 
供 新 思路 。 


1 材料 和 方法 


1.1 供 试 虫 源 

ZR HET 2011 4E 4 -5 月 采 自 江苏 大 丰 及 东台 
蚕豆 田 , 在 室内 用 四 季 豆 Phaseolus vulgaris L. G3 
继 代 饲养 , 成 虫 期 补充 10% 蜂蜜 水 , 饲养 条 件 为 温 
JE 25+1C, 相对 湿度 70% +5% , 光 周 期 12L:12D。 
12 c Ehe 7 种 寄主 植物 的 种 植 及 绿 盲 晴 取 食 

绿 盲 晴 7 Pee ER (AR. ES UL IER 
Bt wate 3 号 、 转 Bt HA 22. EARE ES ) 的 
种 子 分 别 种 在 育苗 盆 中 放置 于 光照 培养 箱 中 进行 育 
苗 ， 出 苗 一 周 后 将 各 种 寄主 植物 的 幼苗 分 别 移 栽 到 
花 贫 中 (下 直径 12 cm x 上 直径 16 em x & 16 cm) 
在 光照 培养 箱 内 培养 4~6 周 , 培养 条 件 为 温度 26 
+3 ， 相 对 湿度 50% +5% ,， 光 周期 14L: 10D, f$ 
7 种 寄主 植物 长 至 苗 期 开始 进行 绿 育 晴 取 食 试验 。 

每 种 供 试 寄主 取 4 株 苗 期 植株 作为 一 组 置 于 长 
方形 玻璃 量子 中 (长 35 cm x 3$ 35 em x fj 55 cm) 
PERE PCA E ERE, 每 组 寄主 植物 分 别 接 10 
头 刚 羽化 绿 育 晴 成 虫 ( 雌雄 比例 为 1:1) ， 于 光照 培 
养 箱 中 分 别 取 食 5 d( 取 食 条 件 为 温度 26 € 3C , 4B 
对 湿度 50% +5% , 光 周 期 14L: 10D) , 各 种 寄主 植 
物 上 均 出 现 明显 的 危害 状 , 每 种 寄主 处 理 重复 5 
次 ; 以 相同 培养 条 件 下 饲养 在 四 季 豆 上 的 雌雄 绿 育 
晴 成 虫 为 对 照 。 绿 育 晴 成 虫 用 1.5 mL 离心 管 收集 ， 
标记 雌雄 , 液 氮 迅速 冷冻 ，-70 必 冰箱 保存 。 
1.3 FERREA RNA 的 分 离 及 mRNA 的 纯化 

总 RNA 的 提取 以 绿 育 旺 刚 羽 化 成 息 为 材料 , 4 
头 为 一 组 , 共 12 组 。 每 4 头 绿 育 晴 成 虫 活体 放 人 和 人 
人 研 钵 后 , WAWE , TRIzol 法 (Invitrogen ，SanDiego ) 
提取 总 RNA, 选择 电泳 图 谱 良 好 并 且 ODj4O0D; 
值 在 1.8 ~2.0 之 间 的 总 RNA 样品 合并 进行 mRNA 
的 纯化 。 绿 育 晴 成 虫 mRNA 的 纯化 用 Qiagen 
mRNA Purification Kit 试剂 盒 (Qiagen，Valencia， 
CA), 所 有 操作 均 按 试剂 盒 说 明 书 进行 , 选择 电泳 
图 谱 良 好 并 且 OD OD og TH TE 1. 8 ~2.0 之 间 的 
mRNA 样品 进行 绿 育 晴 cDNA 全 长 文库 的 构建 。 
1.4 Bx cDNA 全 长 文库 的 构建 

绿 育 晴 成 虫 组 织 cDNA. 全 长 文库 的 构建 利用 
SMARTer ” cDNA Library 


In-Fusion Direction 


Construction Kit AA & (Clontech, Palo Alto, CA), 
VA 100 ng &E mRNA 为 起 始 样品 ,所 有 操作 均 按 
试剂 盒 说 明 书 进行 。ESTs 批量 测序 工作 由 生 工 生 
物 工程 上 海 测 序 部 完成 。 测 序 结果 与 GenBank 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov’) 上 已 知 的 昆虫 丝 
氨 酸 和 蛋 日 酶 基因 的 核 革 酸 序列 、 氨 基 酸 序列 进行 
比 对 。 
1.5 绿 盲 晨 丝 氨 酸 蛋白 酶 基因 的 引物 设计 、PCR 
扩 增 与 测序 分 析 

ERARE AEA IK. cDNA 序列 由 入 
选 绿 育 晴 整 虫 cDNA 文库 (由 本 实验 室 构建 , 未 发 
表 数 据 ) 获 得, 根据 其 开放 阅读 框 序列 , 利用 Primer 
5.0 软件 设计 并 合成 引物 。 正 回 引 物 : 5- 
ATGATGAAGTGTTTGTTACTAGTAG-3'; R [n] 5| Ey: 
S'-TTATTCCGACATTTTGAAAG-3'; 5| £9 pH "E T ^E 
物 工 程 上 海 合成 部 合成 。 

以 绿 育 晴 cDNA 文库 中 丝氨酸 重 日 酶 基因 单元 
隆 质粒 及 绿 盲 晴 成 虫 总 RNA 合成 的 cDNA 分 别 为 
模板 , 利用 高 保 真 DNA 聚合 酶 (TaKaRa，Tokyo， 
Japan) 进行 PCR 扩 增 , 扩 增 完毕 后 用 1.5% 琼脂 糖 
BEB CEU, IHE Axygen MASNE DNA 纯化 
试剂 盒 分 别 回收 PCR 产物 ， 连 接 pGEM-Teasy 
(Promega) 载体 , 转化 DH5o 感受 态 细胞 , 涂 布 于 
含有 Ampicillin /X-gal /IPTG 的 LB 平板 上 , 37°C 倒 
置 培养 4h, ARAM, 分 别 挑 取 4 个 阳性 
克隆 于 LB 液态 培养 基 ( 含 Ampicilin) 培养 过 夜 ， 
Axygen 质粒 提取 试剂 盒 提取 质粒 , PCR 验证 。 将 验 
证 正确 的 重组 质粒 送 至 生 工 生物 工程 上 海 测序 部 进 
行 测序 。 利 用 分 子 生物 学 软件 DNAMANS. 22 比 对 
两 种 模板 分 别 扩 增 出 的 丝氨酸 重 日 酶 基因 产物 序列 
的 相似 性 , 鉴定 基因 序列 。 
1.6 绿 盲 晨 丝 氨 酸 和 蛋白酶 基因 的 序列 分 析 与 进化 
树 分 析 

丝 氮 酸 重 日 酶 基因 核 昔 酸 序列 的 基本 物理 性 状 
分 析 使 用 (http ://web. expasy. org/compute. pi/) 上 
的 预测 软件 。 半 翅 目 昆虫 已 知 丝 撒 酸 重 日 酶 (serine 
protease) 氨基 酸 序列 相似 性 搜索 使 用 BLAST 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/BLAST/) 工具 ; Æ 
基 酸 序列 比 对 软件 使 用 ClustalX 2.0; 利用 MEGA 
4.0 软件 包 中 的 邻 位 相连 法 (Neighbor-Joining ) 构建 
进化 树 。 
1.7 RBS RNA 的 分 离 、cDNA 模板 的 合成 及 
RNA 酶 H 处理 

BEA [8] a Ea RNA 提取 试验 ， 
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个 寄主 处 理 为 10 3E RUA CS KER, SSK HE 
H), 重复 5 次 , 共计 50 3k, BPN E HER 
头 提 取 总 RNA, TRIzol ¥£ (Invitrogen, SanDiego) #2 
取 。 其 中 每 个 处 理 取 4 SKE. 4 MERE ORS TS 
RNA 样品 分 别 合 并 进行 下 面 的 实验 。DNA ES 
(DNase I , Promega) 消化 处 理 后 ，-70Y 保存 ， 以 
f$ cDNA 模板 的 合成 。cDNA 模板 的 合成 应 用 
MMLV Reverse Transcriptase ( Promega) ， 合 成 后 迅 
速 进行 RNase HCTaKaRa) 处 理 ，-20% 保存 或 直接 
用 于 PCR 反应 。 
1.8 ” 欧 光 定量 PCR 引物 的 合成 与 扩 增 效率 的 检测 

本 人 研究 所 用 的 ALSP4 引物 (退火 温度 均 在 50 ~ 
60C zz [a] ) filii cDNA 文库 所 得 到 的 基因 序列 设计 ， 
并 以 绿 育 晴 持家 基因 B-actin 为 内 标 基 因 (CenBank 
登录 号 为 : JN616391) , 引物 设计 运用 Primer 5.0 软 
件 由 生 工 生物 工程 上 海 合 成 部 合成 ,引物 序列 见 
表 1。 

表 1 荧光 定量 PCR 反应 的 引物 序列 
Table 1 Oligonucleotide primers designed for 
Real-time PCR reaction 
基因 引物 序列 (5 -37) 


Gene Primer sequence 


F; TCGGAGGACATTCTATCA 
R; GGTTTCTATCGGCACTT 


ALSP4 


F; ACCTGTACGCCAACACCGT 
R; TGGAGAGAGAGGCGAGGAT 


p-actin 


LIBE [R] RE EW SK HERR) cDNA 模板 ， 
测定 浓度 并 稀释 成 100, 10, 1, 0. 1 410.01 ng, 分 
别 利 用 以 上 2 对 引物 进行 扩 增 , 每 个 浓度 5 次 重 
Fo MAARE = 10 /Slope (E 为 扩 增 效率 ， 
Slope 为 5 个 浓度 平均 Cr 值 所 构成 直线 的 斜率 值 ) 
计算 引物 的 扩 增 效率 ， 比 较 待 测 丝 氨 酸 重 日 酶 基因 
AISP4 与 内 标 基 因 B-actin 扩 增 效率 的 数值 , 确定 本 
研究 所 用 的 菊 光 定量 PCR 引物 均 达 到 要 求 。 

1.9 RHES PCR 反应 

KIGE Æ PCR 试验 所 用 试剂 采用 SYBR Premix 
Ex Taq Kit (TaKaRa, Tokyo, Japan) , 1X 28 7j iCycler 
iQ( Bio-Rad) ， 分 析 软 件 为 version 3. Oa( Bio-Rad) , 
DEVE FE He PCR 反应 以 RNase-free 7K ( TaKaRa, 
Tokyo, Japan) 为 阴性 对 照 , 起 始 cDNA 浓度 为 80 
ng, 每 个 样品 5 KER, 反应 条 件 为 3 步 法 , 循环 
数 40 个 。 


1.10 数据 统计 与 分 析 

标准 样品 的 灾 光 定量 PCR 扩 增 曲线 由 定量 
PCR (XA SARK, 绿 育 晴 取 食 不 同 寄主 植物 后 相对 
于 四 季 豆 对 照 的 各 基因 的 相对 表达 量变 化 以 2 -as 
法 计算 (Livak and Schmittgen, 2001) 。 绿 育 晴 取 食 
不 同 寄主 植物 后 , AISPA 相对 表达 量 的 差异 显著 性 
分 析 采 用 统计 软件 SAS (SAS v8.0) 中 的 Duncan K 
新 复 极 差 法 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 绿 盲 晴 丝 氨 酸 蛋白 酶 基因 的 克隆 与 序列 分 析 

以 绿 育 晴 刚 羽化 的 成 虫 整 头 虫 体 RNA 为 模板 ， 
构建 了 全 长 基因 cDNA 文库 , 测序 结果 与 GenBank 
(http://www. ncbi. nlm. nih. gov/) 上 已 知 昆 虫 的 丝 
氨 酸 重 白 酶 氨基 酸 序列 比 对 得 知 , 本 研究 获得 了 4 
种 绿 育 晴 丝 氮 酸 蛋 日 酶 类 基因 的 全 长 序列 , 根据 实 
验 室 文库 编号 命名 与 丝氨酸 重 日 酶 的 缩写 字母 , 分 
别 将 这 4 种 丝氨酸 蛋 日 酶 基因 在 GenBank 上 注册 并 
命名 为 ALSP1, AISP2 和 AISP3 ( 55 SCR 3 ) 及 AISPA 
(GenBank 登录 号 为 JQ609682) 。 为 了 更 好 地 验证 
AISP4 基因 序列 在 虫 体内 的 准确 性 、 完 整 性 ,我 们 
重新 以 绿 育 晴 活 虫 提取 的 总 RNA 反 转 录 得 到 的 
cDNA 为 模板 进行 PCR , 与 cDNA 文库 获得 的 4/SP4 
单元 隆 质粒 模板 的 扩 增 产物 大 小 一 致 (图 1), 测序 
结果 表明 两 者 只 有 1 个 碱 基 的 差异 , POE RD A 
似 性 为 99. 9% , 说 明 两 者 同 为 41SP4 ,并 鉴定 此 基 
因 的 全 长 序列 。 


bp 


2000 — 

1000 
750 
500 
250 
100 





图 1 绿 育 晴 4/SP4 的 PCR 扩 增 
Fig. 1 PCR amplification of AlSP4 from Apolygus lucorum 
M: DL2000; 1: 以 总 RNA 为 模板 的 扩 增 产物 The amplified product 
with total RNA as the template; 2: 以 cDNA 文库 为 模板 的 PCR 扩 
产物 The amplified product with cDNA library as the template. 


序列 分 析 结 采 ( 图 2) 表明 ,41SP4 的 开放 阅读 
框 含有 999 bp 的 核 车 酸 , 编码 332 个 氨基 酸 , 预测 


6 HA $^ 


分 子 量 为 36. 84 kDa, 理论 等 电 点 预测 为 5.35, N 
末端 丽水 区 包含 16 个 氨基 酸 组 成 的 信号 肽 (黑色 
下 划 线 所 示 ) 。 如 图 2 和 3 Bras, SE AB AA EL 
EARE A A, ASPA 翻译 后 的 氨基 酸 序 
列 具 有 明显 的 丝氨酸 重 日 酶 的 典型 特征 ， 即 氨基 酸 
序列 中 具有 保守 的 组 氨 酸 (His)、 天 门 冬 氨 酸 
(Asp) 以 及 丝 揪 酸 (Ser) 残 其 组 成 酶 活 的 催化 中 心 
三 元 件 。 该 基因 翻译 后 还 具有 明显 的 胰 和 蛋白 酶 前 体 
的 特征 ， 即 此 基因 具有 信号 肽 、 激活 上 肽 以 及 胰 蛋 日 
酶 N- 末 端 保 守 的 起 始 氨 基 酸 序列 (IVGG ) 。 
2.2 41SP4 2 83 E F1 Ej 3E 383 H Ee HR ARE EA SS 
氨基 酸 序列 比 对 以 及 其 他 昆虫 已 知 丝氨酸 和 蛋白酶 系 
统 发 育 关 系 分 析 

TES UE R R8 yk BRE LL SN? SE EI BS AE DI 
AISPA 的 cDNA 序列 推导 出 的 氨基 酸 序 列 (332 个 氮 
ER), 利用 氨基 酸 blast 比 对 功能 进行 同 源 性 搜 
Ro 氨基 酸 blast 比 对 结果 表明 ,此 基因 的 氨基 酸 
序列 与 半 翅 目 育 晴 科 昆虫 丝 氮 酸 重 白 酶 序列 一 致 性 
最 高 , MEE 35% ~ 42% 之 间 ; SHA BA, 
如 鳞 考 目 、 双 地 目 、 膜 翅 目 丝氨酸 和 蛋白酶 的 相似 性 
较 低 ,一致 性 在 17%~25% 之 间 。 利 用 ClustalX 2.0 


洋 等 : 绿 盲 晴 丝氨酸 和 蛋 日 酶 基因 ASPA 的 克隆 及 取 食 不 同 寄主 植物 后 的 表达 谱 分 析 645 


软件 对 搜索 的 结果 与 已 知 全 长 的 育 晴 科 昆 虫 的 丝 氮 
RE NARR IETA, AISPA 推导 
的 氨基 酸 序 列 与 GenBank 43-5 AALI5154. 1 的 
C. dilutus IR ££ ARE E4 Bj 24 AE B Fr 91] ER] AAE 
最 高 ,达到 4296 ， 而 与 育 晴 科 其 他 已 知 全 长 的 半 翅 
目 昆 虫 的 丝氨酸 生日 酶 氮 基 酸 序列 一 致 性 在 3596 
~40% 之 间 ( 图 3)。 

应 用 MEGA4.0 软件 Neighbor Joining (NJ) 法 对 
包括 AISPA 在 内 的 20 种 不 同 种 类 昆虫 的 丝氨酸 重 
日 酶 进行 系统 发 育 进化 树 的 构建 (图 4)。 结 果 显 
示 , “SGA. BAA. NAE, Pe Be zz 24 ER 
ABBA IME. 位 于 不 同 的 分 文 上 。 分 化 的 原因 
可 能 是 这 些 目 昆 虫 种 类 繁多 、 食 性 不 同 以 及 面临 不 
同 的 目 然 选 择 压 等 , 如 半 翅 目 昆 虫 分 为 植 食性 、 肉 
食性 以 及 吸血 昆虫 等 ， 膜 翅 目 昆虫 分 为 肉食 性 、 植 
食性 以 及 寄生 性 昆虫 等 。 其 中 绿 盲 岸 丝 氨 酸 重 日 酶 
AISP4 和 C. dilutus Ej H ZZ AMR E EA ( AAL15154. 
1) 位 于 一 个 相 邻 的 分 文 上 ,， 说 明 绿 育 晴 与 C. 
dilutus 育 晴 进化 关系 较 近 ， 可 能 来 源 于 共同 的 
祖先。 


1 ATG ATG AAG TGT TTG TTA CTA GTA GCT GCA GTA GOT TAC GCT AGC GCA CTC CCG CGC ATC 
M 


M K C L L L v A 


V A Y A S ATL P R | 


Signal peptide cleavage site 


61 GTT GAT CAC TCC GAA GGA GGA TAC GAA ACT TAT TGG GAA ACT GGA GGG GAA ATT GAT TCG 


V D H S E G G Y E 


T Y W E T G G E | D S 


121 GAA AAT AAT GAT TCC AGT AGT AGT TTC AAT AGC ACG AAC ACG TAC AGT GGT TCC AGA ATT 


E N N D 3S S S 5 F 
18 


ie 


Y G G E Vv | G S N 
24 


eds 


D 


S T N T Y S G S Ril 
Activation peptide cleavage site 


GTT GGA GGT GAA GTT ATC GGA TCT AAC AAA TAC CCC TTC CTT GTT GCA ATC GTC AAT TAT 

K Y P F L V A l V 

GAT CCA ACT TTT ACC CAA TAC GAT CAT CAT TGC GGG GGT TCACTC AT AGC CAT CGC CAC 
Q Y D H H 


N Y 
C G G S hL S H R H 


F T 
301 GTC GTC TCC GCC GGT CAC TGC TTT GTT GGA TAT GAC TTG AGA ATG 1 T GCC GTC CGT TTG 
V 


V S A G H C 


Y D L R M F A V 


F L 
361 GGA TCC GAC GAA ATG ACA AAT CCA TCA ACT CCA GTT AAG CTG ATT GAC AAC ATC ACA GTG 


G S D E M T N P S 


P Vv K L i D N l T VW 


421 CAC CCT GAT m TTG GAC CTC GGA GGA CAT TCT ATC AAC GAT ATT GCC ATG ATT ACC CTT 


H P D L D L G G 


S |! N D A M | T L 


481 AAT GAA GCT ATT GTA TTC TCT TCC AAC TAC CAG CCC GTA TGC TTG CCA TCA CCT ACA TTT 
N 


E A | V F S 5 N 


Q P v C L P S P T 


941 GAC ATT ACC GGG CAT GCA GTC ACA ACT CTT GGA TGG GGA TGG ATA AAT CCT TAC GGC GTC 


D | T G H A V T T 


G W G W | N P Y G V 


601 TTG Ae ACG AAT CCC AAA GAG CTC CAC ACT AAT GTC ATC AAT ACT AAT CAA TGC AAT GAA 


L T N P K E L H 


N V Q C N E 


| N T 
661 CAC 166 AAA GAA AAG GAG ATA CAA ATC AAC CCA ATA ACT CAA CTT TGT ACT AAA GTG CCG 


H W K E K E i Q I 


P l T @Q L C T K V P 


721 ATA GAA ACC TCT TGC CAT GGA GAC TCT GGC GGC CCA GTA TTC TGG GAA GTT CCT CAA AAG 


| E T S C H G D 


G P V FÒ W E Vv P Q K 


S 
781 AAC ATG TAC AC CTC GTT GGT GTC GTT TCC TTC GGT AAT AAC ATO TGC GTT GGC GAA TTG 


V G V 


v S 


F G NM N C V G E L 


M Y L 
841 coc AAC GTC CAC ACA AGA GTT GCT GCT TAT GTT CCA TGG ATC CGA AAT GTT ATG GTG TTT 


P N vV H T R V A 


A Y 


V P Ww | R N V M V F 


901 CAG GTG TTG AAC CAA CGT GTT GAC CAA TAT GGT CTA GGA CTA TAG TAC TAC AGT TTT ATT 
L 


Q V L N Q R Vv D 


Y G L G 


Y Y S$ F | 


961 TTT CCA ACA AAT GGA ATT CCT TTC AAA ATG TCG GAA TAA 


F P T N G i P F 
图 2 Z 


K M 


S E * 


BIE AISPA YA BR SES AERA) 


Fig. 2 Nucleotide sequence and the deduced amino acid sequence of AlSP4 of Apolygus lucorum 
下 划 线 示 推 导 的 信号 肽 ; 保守 的 氨基 酸 用 红色 字符 标记 。The predicted signal peptide sequence is underlined, and the onserved amino acids are 


shown with red letters. 
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Aluc- AISP4 
Cdil-CdSpl 
Lhes-LhP1 
Llin-LIGtP1 
Llin-LISgP2 
Llin-LISgP3 


160 * 
Aluc- AISP4 " " 
Cdil-CdSpl 
Lhes-LhP1 
Llin-LIGtP1 
Llin-LISgP2 
Llin-LISgP3 


* — 280 * 
Aluc- AISPA 
Cdil-CdSpl 
Lhes-LhP1 
Llin-LIGtP 1 
Llin-LISgP2 
Llin-LISgP3 
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图 3 绿 盲 晴 AISPA TESTS SROEBRTE P1] e E BEER HR CLA BA] 22 9258 E BERE FF PU EY) > e 


Fig. 3 Alignment of the deduced amino acid sequence of AJSP4 with homologous proteins from other Miridae species 


缘 氨 酸 和 蛋白 酶 的 来 源 与 GenBank 登录 号 如 下 The species of the serine proteases originated from and their GenBank accession numbers are; Aluc; 2% 
BiG Apolygus lucorum (AlSP4: JQ609682); Cdil: Ej E Creontiades dilutus ( CdSpl: AALIS154. 1); Lhes: Xi 3€ Ej MR Lygus hesperus ( LhP1; 
AAK71135.1); Lin: ŠHK B Lygus lineolaris (LIGtP1 ; AAP12676. 1; LISgP2; AAP12673.1; LISgP3: AAPI2674. 1). 


BEH 日 Lepidoptera 


iA Hymenoptera 





100 


95 
95 
30 
88 
41 
90 
61 
100 
100 
98 56 
81 
99 
0.1 
一 一 一 一 一 | 


” GA Diptera 





3E 38 E] Hemiptera 








Apis mellifera (XP. 392669.1) 
"" Nasonia virtipennis (NP. 001155078.1) 





| Vespa magnifica (ABY78898.1) 
Laccotrephes japonensis (ABZ89687.1) 
Triatoma infestans (ABR27829.1) 

Lygus lineolaris (AAP12676.1) 

Lygus hesperus (AAK71135.1) 











Eurygaster integriceps (ADP06391.1) 








Creontiades dilutus (AAL15154.1) 
| Apolygus lucorum (10609682) 





97 Samia cynthia ricini (BAL04890.1) 


Agrius convolvuli (BAK52270.1) 
Bombyx mori (NP_001153675.1) 








~ Drosophila melanogaster (NP_001163718.2) 








Acromyrmex echinatior (EGIS9207.1) 





Danaus plexippus (EHJ72129.1) 
Anopheles gambiae (AAD38335.1) 


Culx quinquefasciatus (XP_001845622.1) 


100 v Aedes aegypti (XP_001657091.1) 


100 Rhodnius prolixus (ACF70480.1) 





图 4 绿 育 晴 丝 氮 酸 重 日 酶 AlSP4 与 其 他 已 知 昆虫 丝氨酸 蛋白酶 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 


Fig. 4 Phylogenetic tree of AISP4 from Apolygus lucorum and serine proteases from other insects based on amino acid sequence 


数字 代表 自 展 值 ; 图 例 为 遗传 距离 。Numbers above branches are bootstrap values, and the scale bar represents 0. 1% nucleotide substitutions per 


site. 
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jucorum 消 化 系统 中 的 作用 , ZRBIESE B DOS Sis Xe Ae 
EISE, cDNA 全 长 文库 的 方法 , 分 离 并 克隆 了 一 
个 全 长 基因 ,命名 为 ASPA, GenBank 登录 号 为 
JQ609682。 序 列 分 析 以 及 与 其 他 育 晴 科 昆 虫 已 知 的 
丝氨酸 重 日 酶 氨基 酸 序 列 的 多 重 联 比 结果 表明 ， 
AISPA 推 得 的 氨基 酸 序列 具有 丝氨酸 蛋白 酶 的 典型 
特征 , 即 氨基 酸 序 列 中 具有 组 氨 酸 (His)、 天 门 冬 
AMR ( Asp) 以 及 丝氨酸 (Ser) 残 基 组 成 的 酶 活 催 化 
中 心 三 元 件 , 翻译 后 还 具有 明显 的 胰 和 蛋白酶 前 体 特 
AE, 即 具有 信号 肽 、 激 活 肽 以 及 胰 蛋 昌 酶 N- 末 端 保 
守 的 起 始 氨 基 酸 序列 (IVGG)。 此 结果 与 讲 暑 科 昆 
虫 已 知 的 以 及 胰 和 蛋白 酶 前 体 基因 的 蛋白 特征 相 一 致 
( Colebatch et al., 2002; Zhu et al., 2003) ， 因 此 推 
WU EE AL aR a — REPE A AEA, AR 
统 进化 树 的 结果 表明 , BIA ARE H A AISPA 
和 C. dilutus AIE 22 ARE EAS ( GenBank 登录 号 : 
AALI5154.1) 亲缘 关系 最 近 , WHA BHA C. 

dilutus 育 晴 进化 关系 较 近 ， 可 能 来 源 于 共同 的 
1H 76. 

与 澳大利亚 Bt i LEZER C. dilutus BARA 
似 ( McColl et al., 2011), 绿 育 晴 具 有 寄主 广泛 、 食 
性 杂 等 特点 。 然 而 , ERRERA 7 种 不 同 寄 主 
植物 后 , ASPA 表达 谱 却 不 相同 。 绿 育 晴 成 虫 取 食 
Bt M-SR, 相 比 于 取 食 其 他 寄主 , AISPA 表达 
量 显 著 升 高 (P<0.01), 表明 此 基因 可 能 是 影响 绿 
育 晴 消化 Bt 棉 与 商 芒 营养 物质 的 重要 基因 。 众 多 
研究 表明 , 不 同 寄主 植物 或 营养 物质 对 B AI A 
Trialeurodes vaporariorumn ( S&EEZV S, 2008) . dir 
Aphis gossypii ( 张 炬 红 等 , 2008) , EURE Propylea 
japonica (3IEK i8] &&, 2007). 245 PEPE US Catantops 
pinguis ( 王 世 贵 等 , 2008) 等 消化 酶 的 活性 均 有 不 同 
程度 的 影响 , 取 食 不 同 的 寄主 植物 ,一 些 半 翅 目 昆 
虫 唾液 酶 的 组 分 也 会 发 生 相 应 的 改变 (Zeng and 
Cohen, 2000) , 这 就 说 明 取 食 不 同 寄 主 植物 后 , 针 
对 食物 源 的 不 同类 型 , 昆虫 体内 相关 的 消化 酶 基因 
的 表达 量 会 进行 相应 的 改变 。 对 于 绿 讶 暑 这 种 杂食 
性 的 昆虫 , 寄主 植物 种 类 众多 , 其 体内 应 该 存在 多 
种 蛋白酶 参与 不 同 寄主 食物 的 消化 过 程 , 而 本 人 研究 
发 现 的 4/SP4 可 能 是 绿 育 晴 取 食 Bt 棉 与 商 琅 后 , 参 
与 消化 过 程 中 的 一 种 重要 的 重 日 酶 基因 。 

AM Bt 棉 在 我 国 大 面积 商业 化 种 植 之 后 , 绿 
盲 赌 已 经 成 为 影响 我 国 棉花 安全 生产 的 重要 致 灾 
子 (Lu et al., 2010a, 2010b) ,其 成 虫 取 食 Bt HZZ 
Ja, 相 比 于 取 食 常规 栅 ，A4L1SP4 的 表达 量 显著 升 高 


(P<0.01)。 通 常情 况 基因 表达 量 的 上 升 会 导致 其 
编码 的 蛋白 的 表达 量 升 高 , MEE ARABIA 
会 使 相应 酶 活性 增高 (Pan et al., 2009; Zhou et al., 
2010) 。 有 研究 表明 ，Bt {Ek E IERE M EE 
高 区 间 上 段 分 布 频率 明显 较 高 ,而 在 低 区 间 上 段 分 布 较 
>, VLBA ar Ei JN HR TH Fo Bt 棉 植 株 内 营养 的 
能 力 可 能 强 于 对 亲本 棉 株 内 营养 物质 的 吸收 能 力 
( 谭 永安 等 , 2011)。 所 以 推测 相 比 取 食 常规 棉 ， 绿 
BERR Bt 棉 之 后 41SP4 的 表达 量 显 著 升 高 (P < 
0.01) 可 能 是 Bt dfi. E ERE HR BET PEE pay X [R] E 
分 布 频率 较 高 的 原因 之 一 。 由 此 可 见 , AISPA 是 绿 
BERERA Bt 棉 后 的 重要 消化 酶 基因 ,可 能 对 
AK H IRTE Bt 槐 取 食 过 程 中 的 酶 活性 的 强 弱 与 重 日 
质 的 消化 具有 重要 作用 。 

雌 成 虫 取 食 同一 寄主 后 , 41SP4 的 表达 量 与 雄 
成 虫 间 存在 明显 差异 , 说 明 取 食 不 同 寄主 植物 后 ， 
绿 育 晴 肉 、 雄 虫 体内 消化 酶 基因 在 分 子 调控 机 制 上 
也 存在 一 定 的 差异 。 有 人 研究 表明 , AAMER MT ay 
主 植物 挥发 物 的 趋向 行为 反应 比 雄 虫 要 录 敏 , 说 明 
绿 育 晴 雌 成 虫 在 繁殖 后 代 中 担负 寿 为 后 代 寻 找 合适 
的 生存 条 件 的 任务 ， 而 雄 成 虫 则 不 然 , 是 以 交配 对 
象 作 为 定位 目标 ( 张 立 娟 等 , 2010 ) 。 而 本 研究 表 
Hj, 绿 育 晴 雌 、 雄 成 虫 不 仅 在 通过 气味 选择 寄主 方 
面 存在 差异 , 取 食 不 同 寄主 植物 后 在 消化 机 制 上 也 
存在 差异 。 这 些 差异 对 于 上 肉 、 雄 虫 在 取 食 不 同 寄主 
食物 后 的 消化 能 力 、 生 长 速度 、 寿 命 以 及 对 不 同 寄 
主 的 嗜好 程度 方面 的 作用 , 需要 进一步 研究 。 本 人 研 
究 的 结果 有 利于 通过 昆虫 生理 学 以 及 分 子 生物 学 的 
FR, 在 绿 育 晴 广泛 的 寄主 中 寻找 高 效 的 AlSP4 8 
日 酶 抑制 剂 基因 ， 为 探寻 新 的 抵抗 绿 育 旺 消化 的 重 
日 酶 抑制 剂 基因 以 及 转基因 抗 虫 育种 葛 定 研究 
基础 。 
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